
4.วิจารณ

4.1  การทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสและความสัมพันธกับปริมาณ
      ไนเทรตที่สะสมอยูในใบขาวไร
       จากการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรพันธุดอกพยอม  กูเมือง
หลวง และขาวดอกมะลิ105 พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมน้ีมีมากที่สุดในชวงแรกของการ
ปลูกซึ่งเปนชวงที่ปุยในดินยังมีปริมาณมาก จากนั้นจะมีการเปลี่ยนแปลงแบบขึ้นๆลงๆโดยมี
ลักษณะเหมือนกันทั้งสามสายพันธุ  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงนี้อาจเปนผลจากการมีความผันแปร
ของระดับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบสูง เนื่องจากเคยมีรายงานการทดลองเปรียบเทียบคา
แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบถั่วแขก Phaseolus vulgaris ท่ีตํ าแหนงตางๆ กัน
ของตน  พบวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบที่อยูสวนยอดมีแอคติวิตีสูงที่สุด   และจะลดลง
เมื่อใบอยูในตํ าแหนงที่ตํ่ าลงมา ( Silveira et al., 2001)  นอกจากนี้ในการศึกษาในพืชกลุม
marine angiosperm พบวา  ปจจัยของใบเกา และใบใหม  ก็มีผลตอระดับแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสดวยเชนกัน  โดยในสภาวะที่มีแสงพบวาใบใหมมีแอคติวิตีสูง ใน
ขณะที่ใบเกาจะมีแอคติวิตีตํ่ ามาก(Toucheffe and Burkholder, 2001) ดังนั้นแมวาในการ
ทดลองนี้จะเลือกใบขาวซึ่งอยูในตํ าแหนงเดียวกัน (ใบท่ี 2 จากยอด) แลวก็ตาม  ก็อาจมีผล
จากอายุของหนอท่ีแตกออกมา ซ่ึงจะทํ าใหคาแอคติวิตีของเอนไซมมีความไมคงที่โดยเฉพาะ
เมื่อตนขาวมีอายุมากขึ้นและมีหนอเพิ่มมากขึ้น
     นอกจากนี้ปจจัยสิ่งแวดลอมก็ยังมีอิทธิพลตอการทํ างานของเอนไซมดวย แมวาในการ
ทดลองจะไดเก็บตัวอยางใบขาวที่เวลาเดียวกันเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาคาแอคติวิตีของเอนไซม
ท่ีเปลี่ยนแปลงไปตามชวงเวลาของวัน แตเนื่องจากชวงเวลาที่ไดทํ าการทดลองอยูในชวง
เดือนมิถุนายนถึงเดือนกันยายน  ซ่ึงเปนชวงฤดูฝน ดังนั้นในธรรมชาติ  สภาพลมฟาอากาศ
จะไมคงที่ทุกวัน  เชน  บางวันมีฝนตกตลอด  ขณะที่บางวันมีแดดจา  ก็จะทํ าใหพืชไดรับแสง
แตกตางกัน  และมีผลตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  อยางไรก็ตาม แอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ก็มีแนวโนมลดลง จนเหลือนอยมากในชวงเวลา 45-53 วันนับ
จากวันปลูก
     การพิจารณาปริมาณไนเทรตรีดักเทสในใบขาวควบคูไปดวยพบวาระดับปริมาณไนเทรต
ในใบขาวก็มีแนวโนมลดลงเชนเดียวกัน  ซ่ึงการที่ไนเทรตมีปริมาณนอยลงนี้อาจเนื่องมาจาก
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การที่ตนขาวนํ าไปใชในการเจริญ และแตกกอ อยางไรก็ตามการลดลงของระดับไนเทรตใน
ใบจะไมลดถึงระดับศูนย แมวาคาแอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงถึงจุดตํ่ าสุด  ท้ังนี้เนื่องจาก
ปกติ พืชจะมีการรักษาสมดุลยของแรธาตุเอาไวภายในตน (Chrispeels et al., 1999) เมื่อ
เติมปุยใหแกตนขาวทั้งสามสายพันธุในระยะนี้พบวาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
สามารถเพิ่มข้ึนสูงภายในเวลาไมเกินสิบวัน  จากการพิจารณาระดับไนเทรตในใบขาวใน
ระยะนี้ควบคูไปดวยพบวาเมื่อตนขาวไดรับปุยก็จะมีระดับไนเทรตในใบเพิ่มสูงขึ้นเชนกัน
แสดงถึงการมีความสัมพันธกันระหวางคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสกับการไดรับ
ปุยไนโตรเจน
     การเปรียบเทียบความแตกตางระหวางสายพันธุกูเมืองหลวง  ดอกพยอม และขาวดอก
มะลิ105 พบวาขาวทั้งสามสายพันธุมีการตอบสนองตอปุยในลักษณะของการเพิ่มแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส   โดยขาวพันธุกูเมืองหลวงมีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทสสูงที่สุดรองลงมาไดแกขาวพันธุขาวดอกมะลิ105  และขาวพันธุดอกพยอมมีคาแอคติ
วิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสตํ่ าที่สุด ซ่ึงผลดังกลาวแสดงถึงความแตกตางระหวางสาย
พันธุได  ชัดเจนเมื่อพิจารณาจากระดับความสามารถในการตอบสนองของเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทสในตนขาวตอปุยที่ไดรับ นอกจากนี้ยังมีความสอดคลองกับการทดลองของ ธีระ เอก
สมทราเมษฐ (2528) ซ่ึงไดศึกษาการตอบสนองของปุยในขาวพันธุกูเมืองหลวง และดอกพ
ยอมในแปลงทดลองโดยพิจารณาในแงผลผลิตที่ได พบวาขาวพันธุกูเมืองหลวงมีการตอบ
สนองตอปุยสูงกวาพันธุดอกพยอมเชนเดียวกัน
      จากการทดลองยังแสดงใหเห็นวา  ระดับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาว
ไรท่ีปลูกในสภาวะธรรมชาติ  มีคาเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลาที่ปลูก ซ่ึงปจจัยของสภาวะแวด
ลอม เชน แสงหรืออุณหภูมิเปนเรื่องยากที่จะควบคุม  สิ่งหนึ่งที่เกษตรกรสามารถควบคุมได
คือการใสปุย
        ผลการทดลองนี้สนับสนุนถึงการใหปุยไนโตรเจนในอัตราและเวลาที่เหมาะสมจะมีผล
ตอการเพิ่มแอคติวิตีของไนเทรตรีดักเทสในใบขาวอยางชัดเจน  นอกจากนี้จากการทดลอง
พบวาระดับการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีความสัมพันธกับชวงเวลาที่ใสปุย  โดย
จากการทดลองใสปุยรองพื้นใหแกตนขาวในปริมาณเดียวกับท่ีใชจริงในพื้นที่ปลูกขาวไร 
ชาญ มงคล (2536)   พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมจะลดลงในชวงเวลาประมาณหนึ่งเดือน
ครึ่งหลังจากเริ่มปลูก  ซ่ึงเปนชวงเวลาที่ตนขาวจํ าเปนตองใชไนโตรเจนมากเพื่อการเจริญ
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ของกอ และเริ่มสรางชอดอก  การใหปุยในระยะนี้จึงมีความจํ าเปนตอตนขาวมาก เชนเดียว
กับในทางปฏิบัติ ชาญ มงคล (2536)   ไดใหคํ าแนะนํ าเกี่ยวกับการใชปุยในนาขาว คือ  ควร
ใหปุยสองครั้ง ไดแกปุยรองพื้น (basal dressing) และใสปุยครั้งที่สองเมื่อขาวแตกกอสูงสุด
หรือกอนสรางชอดอก
4.2  การศึกษาอิทธิพลของสิ่งแวดลอมตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
      4.2.1  ผลของแสงตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในชวงวัน
                 จากการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง
อายุ 2 เดือน ท่ีปลูกในดิน ไดรับแสงตามธรรมชาติ และ ศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรี-
ดักเทสในใบและรากขาวพันธุกูเมืองหลวงอายุ 2 สัปดาห ท่ีปลูกในหองทดลองโดยปลูกใน
สารละลายธาตุอาหารสูตร Hoagland’s solution ความเขมขน ¼ เทา ไดรับแสง 270 µ-
moles/m2/s เปนเวลา 12 ช่ัวโมงตอวัน พบวาแอคติวิตีในใบขาวทั้งที่ปลูกในดิน และปลูกใน
สารละลายธาตุอาหารมีลักษณะการแสดงออกที่เหมือนกันคือ มีแอคติวิตีเพิ่มข้ึนเมื่อไดรับ
แสงโดยเพิ่มสูงที่สุดในชวงเวลาเที่ยงวันจากนั้นจะลดตํ่ าลงในตอนเย็นและมีระดับตํ่ าคอน
ขางจะคงที่ตลอดชวงเวลากลางคืนในขณะที่แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในรากขาว
กลับไมมีการตอบสนองตอแสงเหมือนในใบ  ซ่ึงผลการทดลองดังกลาว มีรูปแบบที่คลายคลึง
กับการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบ และรากขาวบารเลย (Lewis et al.,
1982) และ ในใบ และในรากของแตงกวา(Cucumis sativus) (Haba et al., 2001) ซ่ึงพบวา
ในพืชดังกลาวมีการตอบสนองของแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบเปลี่ยนแปลง
ไปตามระยะเวลาที่ไดรับแสง ในขณะที่แอคติวิตีของเอนไซมน้ีในสวนรากคอนขางคงที่ตลอด
ท้ัง 24 ช่ัวโมง
                  การแสดงออกของเอนไซมไนลักษณะที่ข้ึนอยูกับการไดรับแสงนี้ อาจเปนผลมา
จากการควบคุมการทํ างานของเอนไซมท้ังในระดับ protein modification โดยผานทางผล
ผลิตที่ไดจากการสังเคราะหแสง น่ันคือในสภาวะที่มีแสง พืชจะมีการสะสมฟอสเฟตเอสเทอร
เชน glucose  6-phosphate หรือ fructose-1, 6-bisphosphate ซ่ึงสารประกอบเอสเทอร
เหลานี้   สามารถไปยังยั้งการทํ างานของเอนไซมNR-kinase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีทํ าหนาที่ใน
การเติมฟอสเฟตใหแกเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ทํ าใหเอนไซมอยูในรูปท่ีสามารถจับกับโปรตีน
ยับยั้งได (Bachmann et al., 1995)
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     การควบคุมระดับ transcription ของเอนไซม จากการศึกษาการสังเคราะห
mRNAของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในขาวโพดพบวาแสงจะเปนตัวกระตุนใหมีการสังเคราะห
mRNA ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ภายในเวลาสองชั่วโมงหลังจากไดรับแสง  (Huber et
al., 1994)  สํ าหรับในรากพบวาไมไดรับอิทธิพลจากแสง อยางไรก็ตามเนื่องจากสวนของราก
เปนสวนที่ไมมีกิจกรรมการสังเคราะหแสง อีกทั้งผลผลิตที่ไดจากการสังเคราะหแสงจากสวน
ตนมีการนํ าไปใชเฉพาะสวนมากกวาจะสงมาสะสมในราก ดังนั้นจึงพบวาระดับแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสวนนี้จึงคอนขางตํ่ าและไมข้ึนกับแสง

เมื่อเปรียบเทียบคา specific activity ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวที่ปลูกใน
ดินในสภาพธรรมชาติ และใบขาวที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารในหองทดลอง  พบวาคาที่
ไดคอนขางจะใกลเคียงกัน แมวาในสภาพธรรมชาติตนขาวจะไดรับแสงในปริมาณที่มากกวา
ซ่ึงหากจะพิจารณาเฉพาะปจจัยของปริมาณแสงแลว พบวา ระดับแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสจะเพิ่มข้ึนตามระดับความเขมแสงในชวง PAR (photosynthetically active
radiation; 400-700 นาโนเมตร) ท่ีเพิ่มข้ึน (Netto et al., 1998) แตอยางไรก็ตามขาวที่ปลูก
ในดินก็ยังตองใชรากสอดแทรกไประหวางเม็ดดินเพื่อดูดซึมแรธาตุมาใช ดังนั้นเมื่อเทียบกับ
การปลูกขาวในหองทดลองซึ่งเปนการปลูกในสารละลายธาตุอาหาร แมวาจะไดรับแสงใน
ระดับท่ีตํ่ ากวาแสงในธรรมชาติ แตเนื่องจากรากขาวสามารถดูดเอาแรธาตุเขามาใชไดเลย
อีกทั้งในสารละลายธาตุอาหารยังมีปริมาณและชนิดของแรธาตุท่ีคอนขางจะครบถวนที่พืช
ตองการ จึงมีผลใหตนขาวมีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสสูงในระดับท่ีใกลเคียง
กับท่ีปลูกในดินโดยไดรับแสงตามธรรมชาติ

4.2.2 ผลของชวงเวลาที่ไดรับแสง และความสมบูรณของธาตุอาหารตอการ
ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
จากผลการทดลองพบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวที่

ปลูกในสารละลายธาตุอาหารโดยไดรับแสง 10 ช่ัวโมงตอวัน และ 12 ช่ัวโมงตอวัน มีคา
แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในรูปแบบที่คลายคลึงกันคือ มีการเพิ่มของแอคติวิตี
ของเอนไซมในชวงเวลาที่ไดรับแสงและลดลงในที่มืดแตกลุมท่ีไดรับแสง 12 ช่ัวโมงตอวันจะมี
ระดับแอคติวิตีสูงกวากลุมท่ีไดัรับแสง 10 ช่ัวโมงตอวันเล็กนอย ซ่ึงอาจเปนผลมาจากการที่
ตนขาวมีชวงเวลาในการสังเคราะหแสงมากกวา ทํ าใหไดสารประกอบคารบอนซึ่งไดแก
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กลูโคสในปริมาณมากซึ่งมีผลในการกระตุนการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส 
(Bachmann et al. ,1995)   

เมื่อพิจารณาถึงระดับของธาตุอาหารรวมดวยจะพบวา กลุมท่ีไดรับธาตุอาหาร
ท่ีมากกวา (ความเขมขน ½ เทา) จะมีลักษณะการเพิ่มของเอนไซมไนเทรต รีดักเทสตางกับ
กลุมท่ีไดรับธาตุอาหารนอยกวา (Hoagland ‘s solution ความเขมขน 1/20 เทา) กลาวคือ
กลุมท่ีไดรับธาตุอาหารมากจะมีการเพิ่มของเอนไซมข้ึนอยางรวดเร็วใน 3 ช่ัวโมงแรก จากนั้น
จะคงที่ไปจนถึงชั่วโมงที่ 9 กอนจะลดลง ในขณะที่กลุมท่ีไดรับธาตุอาหารตํ่ ากวาจะมีอัตรา
การเพิ่มของแอคติวิตีไปจนมีคาสูงสุดที่เวลาเที่ยงตรงแลวคอยลดลง ซ่ึงผลการทดลองดัง
กลาวสอดคลองกับการทดลองใน acata cotton โดยไดเปรียบเทียบระหวางการไดรับไนเทรต
ความเขมขน 0.05 มิลลิโมลาร, 0.1 มิลลิโมลาร และ1 มิลลิโมลารซ่ึงพบวาตนที่ไดรับไนเทรต
0.05 มิลลิโมลารจะมีการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมสูงที่สุดใน   ช่ัวโมงที่ 5 ของการไดรับแสง
จากนั้นจะลดลง ในขณะที่ การไดรับไนเทรตในสองความเขมขนที่เหลือจะมีการเพิ่มข้ึนภาย
ในหนึ่งชั่วโมงหลังจากไดรับแสงจากนั้นจะมีคาคงที่ไปจนถึง ช่ัวโมงที่ 7 แลวคอยลดตํ่ าลง
(Aslam et al., 2001) และจากการทดลองเมื่อเปรียบเทียบระดับคาแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสทั้งในกลุมท่ีไดรับธาตุอาหารสูงกับกลุมท่ีไดรับธาตุอาหารตํ่ า  พบวามีคาแอคติ
วิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสตางกันเพียงเล็กนอย แมวาความเขมขนของแรธาตุจะตางกัน
มากถึงสิบเทาก็ตาม  ซ่ึงจากการทดลองของ Aslam  และคณะดังกลาว  พบวาการใหไนเท
รต 0.05 มิลลิโมลาร กับ 1 มิลลิโมลารซ่ึงแตกตางกันถึง 20 เทาก็ปรากฎวามีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตใกลเคียงกันทั้งสองกลุม ดังนั้นจากการทดลองจะเห็นวาระดับความสมบูรณ
ของธาตุอาหารมีผลตอบสนองตอแสงในลักษณะของรูปแบบการแสดงออกของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสในชวงวันแตไมไดมีผลโดยตรงตอคาแอคติวิตี

      จากการทดลองเมื่อพิจารณาจากระดับคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
ท่ีมีคาใกลเคียงกันแมจะไดรับธาตุอาหารมากหรือนอย  แสดงใหเห็นวาตนขาวไรพันธุกูเมือง
หลวงซึ่งเปนพันธุทดสอบมีความสามารถในการปรับตัวไดดีแมวาจะปลูกในสภาวะที่ดินมี
ความอุดมสมบูรสูงหรือ ดินมีความอุดมสมบูรณตํ่ าก็ตาม
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4.2.3 ผลการเติมอากาศในระบบการปลูกในสารละลายธาตุอาหาร
         ตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

                    จากการทดลองพบวาตนขาวที่ปลูกในระบบไฮโดรโพนิค และมีการเติมอากาศ
ใหกับสารละลายธาตุอาหาร จะมีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวตํ่ ากวา
ตนขาวที่ไมไดเติมอากาศเพิ่ม ผลดังกลาวสอดคลองกับการทดลองของ Glaab and Kaiser,
1993; Kaiser and Huber (1994), Toucheffe and Burkholder (1992) และ Kaiser et al.,
(1999) ซ่ึงพบวาในการปลูกพืชในสารละลายในสภาวะที่มีออกซิเจนตํ่ าจะมีการเพิ่มแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสอยางรวดเร็ว และเมื่อเติมออกซิเจนลงไปจะทํ าใหคาแอคติวิตี
ของเอนไซมมีคาลดลง หรือในการทดลองของ Haba et al., (2001) ซ่ึงพบวา เมื่อเติม
ออกซิเจนในสารละลาย พบวาแอคติวิตีของเอนไซมลดลง ในขณะที่มีระดับของ ATP เพิ่ม
มากขึ้น ซ่ึง ATP ท่ีเพิ่มข้ึนนี้จะมีผลในการเพิ่มอัตราการเติมฟอสเฟตใหกับเอนไซมไนเทรต
รีดักเทส อยางไรก็ตาม ถาพืชไมไดรับออกซิเจนเลยจะมีผลใหมีการกระตุนการทํ างานของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสมากซึ่งจะไดไนไทรตจํ านวนมาก และเมื่ออัตราการรีดิวซไนไทรตไม
สมดุลยกับปริมาณไนไทรตท่ีมากเกินไปก็จะมีผลใหเกิดเปนพิษตอพืชได (Kaiser and
Huber, 1994)
        สํ าหรับการทดลองนี้ ในชุดที่ไมไดเติมอากาศพบวาไมไดเกิดปญหาตอตนพืช ท้ัง
น้ีเนื่องจากระดับสารละลายที่ปลูกพืชอยูในระดับตื้น คือ สูงจากกนถังประมาณ 4 เซนติเมตร
ซ่ึงอากาศสามารถละลายลงไปได  ดังนั้นจึงทํ าใหไมมีความแตกตางกันระหวางตนพืช โดย
จะเห็นไดจากการมีความสูง และความยาวรากใกลเคียงกับกลุมท่ีปลูกโดยการเติมอากาศ
(รูปท่ี 14)
4.3  ผลของไนโตรเจน ในรูปของ ไนเทรต  แอมโมเนียม  และไนเทรตรวมกับ
      แอมโมเนียม

4.3.1  ผลของการไดรับไนโตรเจน ในรูปของไนเทรต ตอการทํ างานของ
         เอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง ดอกพยอม
         และ ขาวดอกมะลิ105

                 จากการทดลองศึกษาผลของการไดรับเฉพาะปุยไนเทรต พบวา  ขาวไรท้ังสาม
สายพันธุ มีรูปแบบการตอบสนองตอไนเทรตแตกตางกัน  โดยขาวพันธุขาวดอกมะลิ105
และพันธุดอกพยอมเมื่อไดรับไนเทรตปริมาณสูง จะมีการเพิ่มแอคติวิตีมากในชวงเวลาสั้นๆ
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กอน จากนั้นจะลดลง และเพิ่มข้ึนอีกครั้ง ในขณะที่ขาวพันธุกูเมืองหลวงไมแสดงลักษณะ
เหมือนกับสองพันธุแรก ผลดังกลาวอาจเกิดขึ้นจากการทํ างานรวมกันของระบบขนสงไน
เทรตสามชนิด (Aslam et al.,1992; Siddiqi et al., 1992; Glass et al., 2000)  ไดแก
iHATS(inducible high-affinity transport system), cHATS (constitutively high-affinity
transport system) และ LAT(low affinity transport system) ซ่ึงโดยทั่วไป iHATS มักถูก -
ชักนํ าไดดวยไนเทรต และไนไทรต ซ่ึงระดับการชักนํ าและชวงเวลาการแสดงออกมีความแตก
ตางกันตามชนิดของพืช จากการศึกษาในรากขาวบารเลย พบวา iHATS มีแอคติวิตีเพิ่มข้ึน
6-12 ช่ัวโมง หลังจากไดรับไนเทรต หรือ ในรากของ white spruce และ lodgepole pine พบ
วาตองใชเวลาสามวันในการชักนํ าใหไดแอคติวิตีสูงสุด (Min et al., 1998) ขณะเดียวกัน
cHATS ซ่ึงปกติจะสามารถทํ างานไดแมในสภาวะที่มีไนเทรตภายนอกตํ่ า ก็สามารถเพิ่ม
ระดับการทํ างานได ถึงสามเทาเมื่อไดรับการกระตุนจากไนเทรตจากภายนอกลํ าตน (Aslam
et al., 1992; Kronzucker et al., 1995a; Glass et al., 2000)ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบกับผล
การทดลอง จึงเห็นไดวาชวงแรกที่มีคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพิ่มข้ึนสูงใน
ระยะเวลารวดเร็วและลดลงมาในใบขาวไรพันธุขาวดอกมะลิ105 เมื่อไดรับไนเทรต 5มิลลิโม-
ลาร  (รูปท่ี 15) หรือในพันธุดอกพยอมเมื่อไดรับไนเทรตในปริมาณ 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร
(รูปท่ี 17) นาจะเปนผลจากการที่ cHATS ถูกกระตุน ซ่ึงระดับการกระตุนอาจขึ้นอยูกับความ
แตกตางระหวางสายพันธุดวย โดยจะเห็นไดวาขาวไรสายพันธุกูเมืองหลวงไมไดแสดง
ลักษณะเหมือนในขาวสองสายพันธุแรก (รูปท่ี 19)  อยางไรก็ตามเมื่อแอคติวิตีของเอนไซม
ไนเทรตรีดักเทสในใบขาวทั้งสามสายพันธุหมดไป พบวาการไดรับไนเทรตเพิ่มจะมีผลใหตน
ขาวมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพิ่มข้ึนในอัตราที่รวดเร็ว ซ่ึงอาจเปนเพราะตนขาว
จํ าเปนตองรีบใชไนเทรตมาชดเชยสวนที่ขาดหายไป โดยพันธุกูเมืองหลวงจะมีการเพิ่มของ
แอคติวิตีสูงที่สุด รองลงมาไดแกพันธุขาวดอกมะลิ105 และพันธุดอกพยอม ตามลํ าดับ ซ่ึง
ผล   ดังกลาวมีลักษณะเหมือนกับการตอบสนองของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในตนขาวที่
ปลูกในดินตอการไดรับปุยเพิ่ม
    จากการทดลองจะเห็นไดวาการเพิ่มระดับความเขมขนของไนเทรตไมมีความ
สัมพันธกับระดับแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ซ่ึงแสดงใหเห็นวาพืชอาจมีการใชไน
เทรตในระดับท่ีพอเพียงตอการเจริญของพืชเทานั้น โดยไมจํ าเปนตองใชแรธาตุท่ีรับมาจาก
ภายนอกใหไดหมด   และจากการติดตามระดับไนเทรตที่สะสมในตนขาวที่อายุตางๆจะพบ
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วา ระดับไนเทรตที่สะสมในตนขาวมีแนวโนมลดลง เสริมใหเห็นวาระดับไนเทรตที่สะสมในใบ
มีความสัมพันธกับระดับของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส อยางไรก็ตามจากรูปท่ี 16, 18 และ 20
จะเห็นวาระดับไนเทรตที่สะสมในใบขาวไมมีความสัมพันธกับระดับของไนเทรตในสาร
ละลาย ท้ังนี้เนื่องมาจากผลที่ไดมาจากการเก็บตัวอยางที่เวลาเดียวกันใน 1 วัน แตระดับไน-
เทรตที่สะสมในใบพืชจะมีการเปลี่ยนแปลงตามชวงเวลาของวัน  โดยจะมีคามากที่สุดในชวง
กอนไดรับแสง จากนั้นจะลดลงเมื่อเริ่มไดรับแสง (Man et al., 1999) ดังนั้นเมื่อตนขาวอยูใน
สภาวะที่มีอาหารมากกวา ก็จะทํ าใหรูปแบบของแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีคา
มากและคอนขางคงที่มากวาชุดที่มีอาหารนอยกวา (จากผลของตอนที่ 4.2.2) สงผลใหมี
ระยะเวลาในการใชไนเทรตไดมากกวา  จึงทํ าใหมีปริมาณไนเทรตเหลือนอยในชุดที่มีไนเทรต
ในสารละลาย 5 มิลลิโมลาร และ ปริมาณไนเทรตเหลือสูงที่สุดในชุดที่มีไนเทรตในสาร
ละลาย 1.25 มิลลิโมลาร

      สํ าหรับชุดควบคุมท่ีปลูกในอาหารที่ไมมีไนโตรเจน พบวามีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในระดับตํ่ ามาก ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเกิดการปนเปอนของไนเทรต
ปะปนมากับสารเคมีตัวอื่นซึ่งมีปริมาณไมมากพอที่จะวัดได และแมวาจะมีไนเทรตเพียงเล็ก
นอยก็อาจมีผลใหตนขาวดูดซึมเขาไปไดโดยตัวขนสงไนเทรตที่มีความจํ าเพาะสูง  ดังนั้นจึงมี
แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสดังที่ปรากฏ

4.3.2 ผลของการไดรับไนโตรเจน ในรูปของไนเทรตรวมกบัแอมโมเนียม ตอ
การทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง
ดอกพยอม และ ขาวดอกมะลิ105

                จากผลการทดลองพบวาการไดรับท้ังไนเทรตและแอมโมเนียมจะมีผลตอการ
ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวไรท้ังสามสายพันธุในลักษณะที่คลายกัน น่ันคือ
จะมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพิ่มข้ึนสองครั้ง  โดยแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรต
รีดักเทสที่เพิ่มข้ึนชวงแรกจะมีระดับคอนขางตํ่ าเมื่อเทียบกับระดับแอคติวิตีท่ีเพิ่มข้ึนชวงหลัง 
ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากในชวงแรกตนขาวไดรับแอมโมเนียมซึ่งเปนรูปท่ีสามารถนํ าไปใชไดเลย  
การใชไนเทรตจึงยังไมมีความจํ าเปนมากนัก นอกจากนี้แอมโมเนียมยังมีผลในการยับยั้งการ
สังเคราะหตัวขนสงไนเทรต (Glass et al., 2000) จึงทํ าใหมีไนเทรตในเซลลนอย และมีแอคติ
วิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสนอย แตเมื่อแอมโมเนียมถูกใชหมดไป ทํ าใหตนขาวตองหัน
มาใชไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจนหลักจึงมีการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสสูง
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ข้ึน อยางไรก็ตามจะพบวาระดับ     แอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบขาวทั้งสาม
สายพันธุจะหมดลงในชวงระยะเวลาเพียง 20 วัน ซ่ึงเปนระยะเวลาที่สั้นกวา ชุดที่ไดรับ
เฉพาะไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน ซ่ึงคาแอคติวิตีจะหมดลงในระยะเวลา 40 วัน ท้ังนี้อาจ
เนื่องจากระดับปริมาณไนเทรตในการทดลองชุดที่ใชรวมกับแอมโมเนียมมีปริมาณนอยกวา 
เมื่อถูกใชไปจึงหมดเร็ว

4.3.3 ผลของการไดรับไนโตรเจน ในรูปของแอมโมเนียมตอการทํ างานของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง ดอกพยอม และ
ขาวดอกมะลิ105
จากการทดลอง พบวาไมมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในทุกสายพันธุ

ท้ังนี้เนื่องจาก ตนขาวไดรับเฉพาะแอมโมเนียมซึ่งสามารถนํ าไปใชไดเลย  และไมมีไนเทรตใน
สารละลายดังนั้นจึงไมมีการชักนํ าใหเกิดการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

        ผลจากการทดลองใหไนโตรเจนในรูปแบบตางๆกันโดยการพิจารณาเฉพาะแอค
ติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในตนขาวทั้งสามสายพันธุยังไมอาจสรุปไดวา  การใหปุยแก
ขาวไรท้ังสามสายพันธุในรูปแบบใดจะดีท่ีสุด  เนื่องจากตนขาวที่ปลูกในสารละลายที่มี
เฉพาะไนเทรต หรือมีท้ังไนเทรตและแอมโมเนียม หรือมีเฉพาะแอมโมเนียมอยางเดียว ก็ยัง
คงสามารถเติบโตไดโดยมีลักษณะทั่วไปไมแตกตางกัน    ดังนั้น จากเดิมท่ีมีการแนะนํ าใหใช
เฉพาะปุยแอมโมเนียม หรือปุยยูเรียในนาขาว แตไมควรใชปุยไนเทรต (ชาญ  มงคล, 2536)
เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองนี้ซ่ึงพบวาขาวไรท้ังสามสายพันธุมีการตอบสนองตอการ
ไดรับไนเทรตโดยการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสอยางชัดเจน จึงอาจมีความ
เปนไปไดท่ีจะนํ าไนเทรตมาใชเปนปุยขาวไร เพื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจนใหแกตนขาวอีกทาง
หนึ่งโดยอาจใหในลักษณะของปุยเดี่ยวหรือ ปุยผสมระหวางแอมโมเนียมและไนเทรต ซ่ึงจะ
ตองทดสอบในพื้นที่จริงตอไป
4.4  ผลการสกัดเอนไซม และทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทส
      ในการสกัดเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากใบขาวไรพันธุกูเมืองหลวง พบวาจะไดคา
specific activity ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude extract ตางกันในแตละครั้งของการ
ทดลอง ซ่ึงคา specific activity ของเอนไซมน้ีจะขึ้นอยูกับอายุของตนขาวไรดวย  อยางไรก็
ตามกอนการสกัดไดมีการใหปุยแกตนขาว เพื่อกระตุนใหมีแอคติวิตีของเอนไซมในใบขาว
กอนการสกัด และเพื่อความมั่นใจวาจะมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมากพอที่จะ

102



ศึกษา  และเมื่อนํ ามาตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต พบวาที่ระดับเกลือ
20-50 % ของความอิ่มตัว มีความเหมาะสมในการแยกเอนไซมไนเทรตรีดักเทสออกมาได
โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 3.61 เทา  แตอยางไรก็ตามจากการทดลองทํ าบริสุทธิ์เอนไซมตอ
ไปดวย Blue-sepharose column chromatographyกลับไมประสบผลสํ าเร็จเนื่องจากแอค-
ติวิตีของเอนไซมท่ีออกมาจากคอลัมนหายไป แมวาจะไดทดลองใชตัวชะที่หลากหลายแลวก็
ตาม  ซ่ึงขอผิดพลาดอาจเกิดจากสภาวะที่ทํ าการทดลองยังไมเหมาะสมและตองใชเวลาใน
การศึกษาเพิ่มเติมตอไปอีก อยางไรก็ตามจากการทดลองชะดวยตัวชะตางๆ พบวาเมื่อนํ า
สวนที่ชะออกจากคอลัมนไปทํ าอิเล็กโตรฟอริสิสแบบไมเสียสภาพ พบวามีโปรตีนไมนอยกวา
5 ชนิดที่สามารถจับกับ blue sepharose ได
4.5  การยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสบนแผนเจล
       สํ าหรับการทดลองยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส พบวา สีของผลิตภัณฑซ่ึง
ควรจะติดอยูกับแผนเจลในบริเวณที่มีเอนไซมไนเทรตรีดักเทส กลับแพรกระจายออกมาใน
สวนของสารละลายที่ใชทํ าปฏิกิริยา     ดังนั้นจึงไมสามารถชี้ชัดไดวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
อยูบริเวณใดของแผนเจล  อยางไรก็ตามแมวาการยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
วิธีน้ีจะประสบปญหา  แตก็ไดพยายามทดลองยอมแอคติวิตีของเอนไซม โดยการอาศัยจาก
คุณสมบัติ partial activity ซ่ึงโมเลกุลของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสวนของ molybdenum
domain สามารถที่จะรับอิเล็กตรอนจาก bromophenol blue ได  ซ่ึงในการทดลอง ภายหลัง
จากนํ าเอนไซมท่ีไดจากการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือและนํ าเกลือออกแลวมาทดสอบ    
แอคติวิตีของเอนไซมในหลอดทดลอง แลวนํ ามาทํ า electrophoresis บน 7% acrylamide
จากนั้นไดนํ าแผนเจลมาเคลือบดวยแปงมันที่ผสม bromophenol blue ตั้งทิ้งไวคางคืน พบ
วาแผนเจลปรากฏมีแถบใสอยูบนพื้นสีมวง ซ่ึงเกิดจากการออกซิเดชั่นของ bromophenol
blue และเมื่อนํ ามายอมโปรตีนปรากฏแถบของโปรตีนในบริเวณเดียวกัน (ไมไดแสดงรูป) ซ่ึง
คาดวานาจะเปนแถบของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส อยางไรก็ตาม ผลการทดลองนี้เปนเพียง
การทดลองคราวๆเพื่อหาแนวทางในการยอมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส และวิธี
การนี้ยัง     จํ าเปนตองไดรับการปรับปรุงอีกมากเพื่อใหมีความนาเชื่อถือ ดังนั้นวิธีน้ีจึงเปน
อีกแนวทางหนึ่งที่สํ าหรับนักวิจัยที่สนใจจะไดศึกษาตอไป
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4.6  การศึกษาขอมูลพ้ืนฐาน และคุณสมบัติทั่วไปของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจาก
     ใบขาวไร
     4.6.1  ผลของอุณหภูมิตอการรักษาสภาพของเอนไซมในตัวอยางที่ยังไมไดสกัด
             ที่อุณหภูมิหอง, อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ –20 องศา
             เซลเซียส
             จากผลการศึกษาพบวาการเก็บรักษาตัวอยางใบขาวที่บดไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียสสามารถเก็บไดนานที่สุด ในขณะที่การเก็บตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิหองจะไมสามารถ
รักษาแอคติวิตีของเอนไซมไวไดเลย  สํ าหรับผลการทดลองนี้พบวาในชวงระยะเวลาสามสิบ
วันของการเก็บรักษาตัวอยางใบขาวจะมีคาแอคติวิตีของเอนไซมคอนขางคงที่ แตกลับลดลง
อยางรวดเร็วในชวงหลัง ซ่ึงผลดังกลาวอาจเกิดจากความผิดพลาดของระบบไฟฟา ซ่ึงในชวง
ท่ีทํ าการทดลอง มีการเกิดไฟฟาดับบอยครั้ง ซ่ึงจะมีผลใหอุณหภูมิของตูเก็บตัวอยางเพิ่มสูง
ข้ึน ซ่ึงหากไมมีขอผิดพลาดจากการที่ไฟฟาดับ คาดวาระยะเวลาในการเก็บตัวอยางนาจะ
นานกวาที่ปรากฎในผลการทดลอง สํ าหรับในแตละการทดลอง ผูทดลองไดเลือกเก็บตัว
อยางไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส และวัดแอคติวิตีของเอนไซมใหเสร็จไมเกินระยะเวลา
1 สัปดาหหลังจากเก็บตัวอยาง เพื่อใหไดคาแอคติวิตีท่ีผิดพลาดนอยที่สุด

4.6.2 ผลของPMSFตอความเสถียรของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในcrude 
extract
จากการทดลอง  พบวาการเติม PMSF ซ่ึงเปนตัวยับยั้งการทํ างานของเอนไซม

proteinase จะมีผลตอการรักษาสภาพของเอนไซมท่ีเก็บบนนํ้ าแข็งไวไดนานประมาณ 5  ช่ัว
โมงโดยมีการเปลี่ยนแปลงของแอคติวิตีของเอนไซมนอยมากเมื่อเทียบกับชุดที่ไมเติม PMSF
ดังนั้นในการทํ าการทดลองที่เกี่ยวของกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจึงมีความจํ าเปนอยางยิ่งที่
จะตอง เติมสารปองกันการทํ างานของเอนไซม proteinase เพราะเอนไซมไนเทรต รีดักเทส
เสียสภาพไดงายในเวลารวดเร็ว ( รูปท่ี 25 )

4.6.3 การเก็บรักษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์โดยการตก
          ตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 20-50 % ของความอิ่มตัว
         ในรูปของ dialysate  และรูปที่จับกับเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
          จากการทดลองจะเห็นวา การเก็บรักษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในรูปท่ีจับกับ

เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส จะชวยรักษาแอคติวิตีของเอนไซมได
นานกวาการเก็บในรูปของ dialysate  ท่ีอุณหภูมิเดียวกัน  นอกจากนี้ยังไดทดลองเก็บรักษา
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เอนไซมในสภาวะแชแข็งพบวา เมื่อนํ าเอนไซมมาหาแอคติวิตีหลังจากแชแข็ง 1 คืนพบวาคา
แอคติวิตีหายไปหมด ในขณะที่ชุดที่ไมแชแข็งกลับยังคงมีแอคติวิตีของเอนไซมสูง

4.6.4  ผลการศึกษาคุณสมบัติNAD(P)H–bispecificของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
         จากการศึกษาคา Km ของสับสเตรท ไดแก KNO3 , NADH และ NADPH  โดย

การหาจาก Lineweaver-Burk double reciprocal plot ดังรูปท่ี 20-23 พบวาคา Km ของ
KNO3 เมื่อใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอน มีคา 0.109 มิลลิโมลาร  คา Km  ของ NADH มี
คา 0.018 มิลลิโมลาร,  คา Km ของ KNO3 มคีา 2.5 มิลลิโมลาร เมื่อใช NADPH เปนตัวให
อิเล็กตรอน  และคา Km ของ NADPH มีคา 0.05 มิลลิโมลาร  จากผลจากการทดลอง  แสดง
ใหเห็นวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสสามารถใช NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอนไดดีกวาเมื่อเทียบ
กับ การใช NADPH  และนอกจากนี้ในกรณีของการใช NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอนยังตอง
ใชไนเทรตในปริมาณที่มากกวาการใช NADH และโดยทั่วไปพบวาในตนขาว จะมีแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากการไดรับอิเล็กตรอนจาก NADH  และในชวงปลายของการ
เจริญของตนขาว จึงจะพบแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสจากการรับอิเล็กตรอนมา
จาก NADPH  ซ่ึง Barlaan (1998) ไดรายงานวา NADH-NR และ NADPH-NR มีการทํ างาน
ในคนละชวงการเจริญของขาว  และการที่เอนไซมไนเทรตรีดักเทส มีหลายไอโซฟอรมก็เพื่อ
ความเหมาะสมในการตอบสนองเมื่อไดรับไนเทรต หรือเพื่อตอบสนองตอสภาวะแวดลอมท่ีมี
ความหลากหลาย

4.6.5 การศึกษาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดัก       
            เทสใน crude extract  และ 20-50 % ammonium precipitateจากการศึกษา

พบวาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  ท้ังในสวนของ crude
extract  และ 20-50 % ammonium precipitate คือ ท่ีพีเอช 7.5 โดยในสวนของ crude
extract คาแอคติวิตีจะมีอยูในชวงพีเอช 6-11 และในสวนของ 20-50 % ammonium
precipitate คาแอคติวิตีจะมีอยูในชวงพีเอช 4-12 ซ่ึงจากผลการทดลองจะเห็นไดวาชวงของ
คาพีเอชที่แสดงคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน crude extract จะแคบกวา ใน
20-50 % ammonium precipitate ท้ังนี้อาจเนื่องจาก ในสวนของ crude extract มีโปรตีน
ตัวอื่นที่มีผลยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส และสามารถทํ างานไดดีท่ีพีเอชนี้
เชนกัน   และเมื่อนํ า crude extract ไปแยกเอาโปรตีนบางสวนออกไป ก็อาจมีผลใหโปรตีนที่
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จะมายับยั้งการทํ างานของเอนไซมหายไปจึงทํ าใหเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีแอคติวิตีในชวง
ท่ีกวางกวาเดิม

4.6.6 ผลของ FAD และ molybdenum ตอแอคติวิตีของเอนไซม
         ไนเทรตรีดักเทส
           จากการศึกษาพบวา การเติม molybdenum จะมีผลในการเพิ่มแอคติวิตีของ

เอนไซมไนเทรตรีดักเทสมากกวาการเติม FAD  ซ่ึงจากการเปรียบเทียบกับชุดที่ไมเติมท้ัง
FAD  และ molybdenum  พบวามีคาแอคติวิตีนอยมาก  แสดงใหเห็นวาในขั้นตอนการสกัด
จนผานกระบวนการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ นาจะมีการสูญเสีย molybdenum ซ่ึงเปน
สวนหนึ่งของโมเลกุลของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสไปมากกวาการสูญเสีย FAD  ซ่ึงผลการ
ทดลองเห็นวา การเติม molybdenum มีผลตอการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
ไดอยางชัดเจนและจากผลการทดลองเก็บเอนไซมไนเทรตรีดักเทสโดยการเติมและไมเติม 
FAD พบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสชุดที่เติม FAD มีคามากวาชุดที่ไมเติม
FADเล็กนอย  ซ่ึงการเพิ่ม FAD น้ีมีผลใหความสามารถในการทํ างานของเอนไซมไนเทรต-
รีดักเทสใหโมเลกุลสมบูรณข้ึน อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวา FAD ไมมีผลตอการ
ยับยั้งการสลายตัวของเอนไซม ไนเทรตรีดักเทส

4.6.7 การศึกษาผลของ Mg2+ ทีร่ะดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตีของ
                 เอนไซมไนเทรตรีดักเทส

                  จากการทดลองพบวา Mg2+ มีผลในการยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรต
รีดักเทส  โดยการใช Mg2+10 มิลลิโมลาร จะมีผลยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสไดถึง 53.3 % ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับการทดลองของ Aguera et al. (1999),
Weiner et al. (2000), Larios (2001) และHaba et al. (2001) ซ่ึงอธิยายไดวา ในสภาวะที่
มี Mg2+ จะชวยเสริมการทํ างานของเอนไซม Kinase ทํ าใหเอนไซมดังกลาวสามารถเติม
ฟอสเฟตใหกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสได และสงผลใหโปรตีน 14-3-3 ซ่ึงเปนโปรตีนยับยั้ง
สามารถเขามาจับกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสไดทํ าใหเอนไซมไมสามารถทํ างานได

4.6.8 ผลของ sodium azide (NaN3) ที่ระดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตี
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
จากการทดลองโดยใช sodium azide ความเขมขนตางๆ มาทดสอบพบวา

ท่ีระดับความเขมขนในหนวยไมโครโมลารก็มีผลตอการยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรต  
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รีดักเทสได  โดยสามารถยับยั้งไดถึง 100 % ท่ีระดับความเขมขน 200 ไมโครโมลาร  ซ่ึงผล
การทดลองมีความสอดคลองกับการทดลองของ Yamamoto et al.(1986) ซ่ึงไดรายงานผล
ของ sodium azide ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร สามารถยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสไดถึง 88 เปอรเซ็นต และจากการศึกษาตอมาโดย Butler et al. (1999) ไดราย
งานวา azide สามารถจับกับสวนของ molybdenum บนโมเลกุลของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสได

4.6.9    การศึกษาผลของ 5/ -AMP ที่ระดับความเขมขนตางๆกันตอแอคติวิตี
          ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

     จากการศึกษาผลของ 5/-AMP ท่ีระดับความเขมขนตางๆกันทั้งในสภาวะที่มี
Mg2+และไมมี Mg2+ พบวา 5/-AMP ไมมีผลตอการเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
อยางไรก็ตาม จากการทดลองของ Haba et al. (2001) พบวา ในสภาวะที่มี Mg2+ การเติม
5/ AMP จะมีผลเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพียงเล็กนอยแตไมตางจากกลุมท่ี
ไมไดรับ 5/ AMP และในสภาวะที่ไมมี Mg2+ ก็พบวาใหผลเหมือนกัน
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